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ZUSAMMENFASSUNG 
Das TPR-Spaghetti-Protein interagiert mit Hsp90 und ist für das Überleben und die 
Differenzierung der Zellen der Imaginalscheiben notwendig 
Das spaghetti-Gen (spag) von Drosophila melanogaster ist in der chromosomalen Region 60B 
lokalisiert und kodiert für ein 534 Aminosäuren langes Protein, welches eine TPR-Domäne, 
bestehend aus drei TPR-Motiven, aufweist. Homozygot spaghetti-mutierte (spag-) Tiere sind nicht 
in der Lage, sich zu verpuppen. Sie sterben als überalte Larven des dritten Stadiums. Diese 
Larven zeigen melanotische Pseudotumore, ihre Imaginalscheiben sind atrophisch und die 
Lymphdrüsen vergrößert. Untersuchungen des Wachstums der Imaginalscheiben der 
homozygot spag--Larven durch Färbung mit Acridinorange und TUNEL-„assays“ ergaben eine 
hohe Anzahl apoptotischer Zellen. Die Apoptose kann partiell durch ektopische Expression des 
Baculovirus p35-anti-apoptotischen Faktors verhindert werden. Das Spaghetti-Protein ist 
predominant in den Embryonen nachweisbar. Western-Blot Analysen von Kernextrakt sowie 
Immunfluoreszenzaufnahmen von Kernen der Embryonen zeigen, dass das Spaghetti-Protein 
neben seiner Lokalisierung im Zytoplasma eine Komponente des Zellkerns ist. Das 
Hitzeschockprotein Hsp90 interagiert mit dem Spaghetti-Protein sowohl im yeast two-hybrid 
System als auch im GST-„binding“ System TPR-Domänen abhängig. Ektopische Expression 
des Spaghetti-Proteins führt zu Formationen von Extravenen in den Flügeln der Fliege sowie zu 
abnormaler Differenzierung der scutellaren bristless. Eine vergleichende genetische Mosaik-
Analyse von spag--, l(2)gl-defizienten und scribvart-defizienten Klonen ergab, dass spag--Klone selten 
auftreten und eine elongierte Form in den Flügeln annehmen. Frühe Induktion der spag-- Klone 
führt zu massivem Gewebeverlust von Thorax, Augen und Flügeln, wobei insoweit ein nicht-
autonomer Effekt beobachtet werden kann, als in der Umgebung vermehrt Zellteilungen 
stattfinden. Insgesamt überwiegen jedoch in den Imaginalscheiben Apoptosen. In weiten 
Arealen ist die Verteilung des F-Aktins abnormal und die DNA kondensiert. Daher kann 
geschlussfolgert werden, dass das Spaghetti-Protein für das Überleben der Zellen der 
Imaginalscheiben notwendig, und an der Bildung morphologischer Strukturen der 
Imaginalscheiben beteiligt ist.  









Die Taufliege Drosophila melanogaster 
Für kaum einen anderen Organismus wurde eine solch große Anzahl von experimentellen 
Techniken entwickelt, wie für die Taufliege Drosophila melanogaster. Es ist heutzutage möglich, 
nahezu jedes beliebige Gen der Fliege zu mutieren, den Effekt dieser Mutation zu studieren, und 
anschließend die Funktionsweise des Produkts dieses Gens bis auf die molekulare Ebene zu 
erforschen, und bekanntem Wissen zuzufügen. 
 
Abb. 1 Die Gesamtentwicklung von Drosophila melanogaster. Die Entwicklung der Fliege von der Eiablage zur Imago dauert 
unter optimalen Bedingungen etwa 10 Tage. Diese Entwicklung ist unterteilt in vier Abschnitte: die äußerst rasante 
Embryonalentwicklung, die drei Stadien umfassende larvale Entwicklung und die pupale Entwicklung, die dann letztendlich zum 





Lebenslauf der Taufliege Drosophila melanogaster 
Nach der Befruchtung beginnt der Zygotenkern sich etwa aller acht Minuten, zunächst sieben 
mal zu teilen. Die Kernteilungen verlaufen dabei völlig synchron, wie in Abbildung 2 zu sehen 
ist.  
 
Abb. 2 Die Kernteilungen im frühen Embryo sind präzise synchronisiert. (A) zeigt die Zellkerne mit den Metaphasenchromosomen 
eines jungen Embryos, (A') ist eine Vergrößerung hiervon. (B) zeigt ein etwa 20 min älteres Stadium, die Chromosomen sind 
überwiegend dekondensiert. (B') ist eine Vergrößerung von (B); als DNA-Färbung wurde Propidiumjodid verwendet (Marhold, 
2000). 
Abbildung 2 (A) zeigt eine konfokale Immunfluoreszenzaufnahme eines jungen Embryos, 
dessen Metaphasenchromosomen mit Hilfe einer Kernfärbung sichtbar gemacht wurden, (A') ist 
eine Vergrößerung hiervon. Deutlich ist zu sehen, dass sich alle Kerne in der gleichen Phase des 
Zellzyklus befinden. (B) zeigt ein etwa 20 Minuten älteres Stadium, (B') ist eine Vergrößerung 
von (B). Obwohl die Chromosomen überwiegend dekondensiert sind, befinden sie sich nach 
wie vor in der gleichen Phase des Zellzyklus.  
Die nun vorhandenen 128 Zellkerne teilen sich ein weiteres Mal, und anschließend beginnen 
zwei bis sechs Tochterkerne dieser Teilung ins posteriore Zytoplasma des Eis (das Polplasma) 
einzuwandern. Alle verbliebenen Zellkerne entwickeln sich zu somatischen Zellen. Sie teilen sich 
zwei weitere Male und wandern dann, mit Ausnahme von etwa 25 Kernen (den späteren 




syncytiale Blastoderm, bei dem es keine echten Zellgrenzen zwischen den Kernen gibt. Nun 
erfolgen drei weitere Kernteilungen, an deren Ende ca. 6000 Kerne in der Peripherie des Eis 
vorzufinden sind. Erst zu diesem Zeitpunkt beginnt die Zellularisierung des Blastoderms durch 
die Ausbildung von Kernmembranen von der Peripherie des Eis her. Dieses Stadium wird als 
zelluläres Blastoderm bezeichnet. Es folgt eine weitere Zellteilung, der sich schließlich die 
Gastrulation anschließt. Ventral bildet sich die Primitivrinne und taucht ins Innere des Eis. Das 
Dach der Rinne wird zum Mesoderm. Die Ränder des Blastoderms, die sich unter dem 
abgelösten Mesoderm schließen, bilden das spätere, für Insekten typische, 
Strickleiternervensystem. Abbildung 3 zeigt eine schematische Zusammenfassung dieser 
Vorgänge. 
 
Abb. 3 Die embryonalen Stadien von Drosophila melanogaster (Zahlen geben die Stadien an). Alle Embryonen sind lateral 
abgebildet, anterior ist links. Farben: (Rot) Endoderm, Mitteldarm; (Grün) Mesoderm; (Purpur) Zentralnervensystem; (Blau) 
Vorderdarm, Hinterdarm; (Gelb) Polzellen. Abkürzungen: (amg) „anterior midgut rudiment“; (br) Gehirn; (cf) Zephale Furche; 
(cl) Clypeolabrum; (df) dorsale Falte; (dr) „dorsal ridge“; (es) Ösophagus; (bg) Keimband; (go) Gonaden; (hg) Hinterdarm, (lb) 
„labial bud“; (md) „mandibular bud“; (mg) Mitteldarm; (mx) „maxillary bud“; (pc) Polzellen; (pmg) „posterior midgut rudiment“; 
(pnb) prozephale Neuroblasten; (pro) Prozephalon; (ps) posteriore Spirakeln; (pv) Proventrikulus; (sg) Speicheldrüse; (stp) 
stomodeale Platte; (st) Stomodeum; (tp) tracheal pits; (vf) ventrale Furche; (vnb) ventrale Neuroblasten; (vnc) Bauchmark (aus 




Die larvale Entwicklung umfasst drei Larvenstadien, die durch Häutungen getrennt sind. Sie 
dauert 4 Tage. In dem dritten Larvenstadium muss eine besondere Struktur hervorgehoben 
werden, auf die in der vorliegenden Arbeit noch sehr oft eingegangen wird: die sogenannten 
Imaginalscheiben (insbesondere die Notum-Flügelimaginalscheibe, [wing disc], 
Beinimaginalscheiben [leg discs] und Auge-Antennenimaginalscheibe [eye-antenna disc]).  
Im ersten Larvenstadium bleiben bestimmte Zellen diploid, im Gegensatz zu den larvalen 
Zellen, die polyploid werden. Diese Zellen formen später, im Zuge der Metamorphose, die 
Imago, mit Hilfe von Strukturen die als Imaginalscheiben bezeichnet werden. Diese Strukturen 
können sich teleskopartig entfalten („evaginieren“ Siehe Abbildung 7) und sich zu Beinen, 
Augen, Flügeln, Genitalien etc. entwickeln. Die Abbildungen 4 bis 6 zeigen, ausgehend vom 
Embryo, den Ursprung der Imaginalscheiben und den ihnen zugehörigen Strukturen der Imago. 
 
Abb. 4 Die Entwicklung der Imaginalscheiben in den unterschiedlichen Stadien von Drosophila melanogaster. Es soll hier nur auf 
die Notum-Flügelimaginalscheibe (wd); Haltereimaginalscheibe (hd), Beinimaginalscheibe (ld) und (ead) Auge-





Abb. 5 Die weitere Entwicklung der Imaginalscheiben in der Präpuppe und der Puppe. (not) Notumimaginalscheibe; (wg) 
Flügelimaginalscheibe; (cx) Coxa; (fe) Femur; (ti) Tibia; (tar) Tarsus, (eye) Auge (aus „Atlas of Drosophila“, Hartenstein, 1993). 
 
Abb. 6 Die den Imaginalscheiben zugehörigen Strukturen der Imago (not) Notum; (scu) Scutelum, (eye) Auge (aus „Atlas of 






Abb. 7 Teleskopartige Evagination der Beinimaginalscheiben von Drosophila („Entwicklungsbiologie der Tiere und des Menschen“, 
W.A. Müller, M. Hassel, 1999) 
Die Herkunft des Fliegenstammes l(2)k12101, die Klonierung des Gens spaghetti und seine 
Genstruktur 
Im Jahre 1991 wurde von der Arbeitsgruppe von Istvan Kiss in Ungarn ein großangelegter 
Versuch durchgeführt, mit dem es möglich sein sollte, das zweite Chromosom mit PlacW-
Elementen abzusättigen, um so Tumorsuppressorgene von Drosophila melanogaster zu mutieren, 
sie anschließend zu isolieren und zu analysieren (Török et al., 1993). Dieser Versuch wurde mit 
Hilfe der sogenannten P-Element-Mutagenese durchgeführt. Es wurde hierzu eine transgene 
Fliege hergestellt, die auf dem X-Chromosom ein einzelnes P-lacW-Transgen trägt (Bier et al., 
1989). Dieses P-lacW-Konstrukt beinhaltet ein lacZ-Gen (zum Anfärben von Geweben, um das 
Expressionsmuster des "getroffenen" Gens sichtbar zu machen), ein mini-white-Markergen (um 
Fliegen anhand der roten Augenfarbe zu isolieren, bei denen das P-lacW-Element in das Genom 
inseriert hat) und ein bakterieller origin of replication, zur Vermehrung des Konstrukts in E. coli-
Zellen. Fliegen mit diesem P-Element wurde mit Hilfe einer genetischen Kreuzung mit Fliegen, 
die eine Transposase-Quelle als Transgen auf dem dritten Chromosom tragen P{ry+, ∆2-3}99B 
(Robertson et al., 1988), verpaart (Parental-Generation). Dadurch kann in den Nachkommen 
(F0) das P-Element zum "springen" gebracht (jumpstart) werden, mit dem Ziel 
Tumorsuppressorgene zu "treffen". Es wurden aus diesem Experiment 2308 Stämme isoliert, 
die, wenn sie homozygot für die Mutation, letal oder semiletal sind. Dabei wurden 




Letalität, (3) Letalität im Puppenstadium und (4) die spät larvale Letalität. Die zuletzt genannte 
Art der Letalität, die auch der Fliegenstamm l(2)k12101 aufweist, ist für die 
Entwicklungsbiologie von besonderer Bedeutung, da Mutationen, die mit der normalen 
Entwicklung von imaginalem Gewebe interferieren, oftmals larvale- oder pupale Letalität 
erzeugen (Bryant et al., 1990). Daher wurde besondere Aufmerksamkeit den homozygoten 
Larven gewidmet, die Probleme in ihrer Entwicklung (einen mutierten Phänotyp) zeigen. Es 
wurden, unter anderem die folgenden Phänotypen klassifiziert: (1) übermäßiges Wachstum der 
Lymphdrüse und (2) abnormale Reaktion des Immunsystems. Die für die Mutation 
homozygoten Larven dieser Gruppe, zu denen auch der Fliegenstamm l(2)k12101 gehört, 
entwickeln vergrößerte hämatopoetische Organe und das Auftreten von sogenannten 
melanotischen Pseudotumoren (siehe Ergebnisteil, Abb. 10). Ein weiteres Charakteristikum zur 
Klassifizierung von Phänotypen ist die Morphologie der Imaginalscheiben. Es wurden die 
folgenden Phänotypen unterschieden: übergroße z.T. tumoröse  Imaginalscheiben (imaginal disc 
overgrowth), Imaginalscheiben mit abnormaler Faltung und zu kleine oder gar keine 
Imaginalscheiben (small disc oder dicsless). Zur letzteren Klassifizierung gehört ebenfalls der 
Fliegenstamm l(2)k12101. 
In einer weiteren Arbeit (Garcia-Bellido et al., 1997) wurde ein Teil dieser Fliegenstämme unter 
dem Aspekt der Entwicklung der Flügel von Drosophila melanogaster analysiert. Die Morphogenese 
eines multizellulären Organismus resultiert aus dem Zusammenwirken von Zell-Prolliferation, 
Zell-Differenzierung und Musterbildung. Die adulten Kutikula-Strukturen differenzieren 
während der Morphogenese aus epithelialen Vorläuferzellen, die, wie oben schon erwähnt, 
Imaginalscheiben und Histoblasten-Nester genannt werden. Die am besten zu studierende 
Imaginalscheibe ist die Notum-/ Flügelimaginalscheibe (wing disc), sie bildet später den Flügel 
und Teile des Thorax (Abbildung 6). Die Anlage dieser Notum-/ Flügelimaginalscheibe existiert 
bereits im Embryo und besteht aus 25-30 Zellen, die aus zwei benachbarten klonalen 
Kompartimenten, einen anterioren und einem posterioren hervorgeht (Garcia-Bellido et al., 
1973). Während der larvalen Entwicklung wächst die Anlage durch interkalare Zellteilung und 
teilt sich in ein dorsales und ein ventrales Kompartiment, dem späteren Notum- bzw. Flügel-
Kompartiment. Während der Metamorphose hören die Zellteilungen auf und die 
Differenzierung der Zellen in die einzelnen Muster beginnt. In den letzten zwanzig Jahren 
wurden mit Hilfe von genetischen Analysen drei Klassen von morphogenetischen Genen 
klassifiziert: (1) solche, die an der Spezifizierung von Territorien oder Kompartimenten beteiligt 
sind, (2) solche, die an der Kontrolle von Zellteilungen beteiligt sind und (3) jene, die an der 




mit Fliegenstamm l(2)k12101 spezielle genetische Mosaike erzeugt und analysiert. Mosaike für 
die Mutation l(2)k12101 sind in der Längsachse verlängert entlang der proximo-distalen Achse, 
was zur Namensgebung des Gens führte: das spaghetti-Gen, denn die Klone sehen aus wie 
Spaghetti-Nudeln. Die Größe der Flügel, die spag--Klone besitzen, ist reduziert, wobei nicht diese 
Klone überall auf den Flügeln verteilt sein müssen, um eine Gesamtverkleinerung zu bewirken. 
Die Trichome (feine Härchen auf dem Flügel) sind abnormal differenziert. Die Zellen der spag--
Klone sind kleiner im Vergleich zum Wildtyp. Die Klone treten selten im Vergleich zu anderen 
Mutanten (dazu mehr im Ergebnisteil) auf. Die spag--Klone bewirken einen sogenannten nicht-
autonomen Effekt, d.h. sie haben einen Einfluss auf ihre Umgebung (Gesamtverkleinerung des 
Flügels), obwohl sie nicht überall im Flügel vorhanden sind. Garcia-Bellido zog 1997 Parallelen 
zu dem Phänotyp von Klonen der Gene top, dem Drosophila-Homolog des EGF-Rezeptors 
(Diaz-Benjumea et al., 1990), vein und extramacrochaete (emc). Die genetischen Mosaike dieser drei 
Gene zeigten einen nicht-autonomen Effekt auf das Wachstum der umgebenden Zellen in der 
intervenalen Region (Garcia-Bellido et al., 1994). Das abnormale Verhalten der Klone wird 
durch einen Mangel an Faktoren verursacht, die während der larvalen Entwicklung benötigt 
werden und welche die Form und Größe der Zellen determinieren. Für die Produkte der Gene 
emc, vein und top konnte gezeigt werden, dass sie eine Rolle sowohl in der Zell- zu 
Zellkommunikation, als Liganden oder Membranrezeptoren, als auch als intrazelluläre 
„Messenger“-Moleküle und Transkriptionsfaktoren spielen (Garrell, 1990; Simcox, 1996). 
Die chromosomale Region des spaghetti-Gens und seine Organisation 
Die chromosomale Lokalisierung des spaghetti-Gens wurde mit Hilfe des in der Mutante im Gen 
inserierten P-lacW-Elements auf Region 60B12-60B13 bestimmt (Berkeley Drosophila genome project, 





Abb. 8 Genetik und Lokalisierung der l(2)k12101 Mutation. Die Mutation wurde durch das P{lacW}-Element verursacht, das 
in das spaghetti-Gen inseriert ist (B, Angaben in Basenpaare). Durch diese Insertion konnte, durch in situ-
Hybridisierungsexperimente mit komplementären P{lacW}-DNA, die chromosomale Region des spaghetti-Gens bestimmt werden 
(60B12-60B13). Um zu prüfen, ob die Insertion des P{lacW}-Elements verantwortlich ist für den Phänotyp spaghetti-defizienter 
Larven, wurden genetische Kreuzungsexperimente mit anderen Mutationen in dieser Region durchgeführt. Die Mutation l(2)k12101 
kann nur mit der Mutation In(2LR)Px[4] nicht komplementieren, d.h. das spaghetti-Gen befindet sich innerhalb dieses mutierten 
Bereichs (weitere Erläuterungen im Text). 
Diese Insertion des P{lacW}-Elements verursacht die Inaktivierung des dort sich befindenden 
Gens spaghetti (Abb.8 B). Diese Region befindet sich nahe am Ende des rechten Arms des 




P{lacW}-komplementärer DNA von polytänen Chromosomen aus den Speicheldrüsen sichtbar 
gemacht werden (Abb. 8A). Das ca. 10kb große P{lacW}-Element inserierte hierbei in das erste 
Exon des Gens, 57 bp vom Transkriptions-Ursprung entfernt (Illiopoulos et al., 1997). Dabei 
wird die Transkription und damit auch die Translation des Gens komplett unterbunden. Die 
Mutation wird rezessiv vererbt, d.h. beide Allele müssen mutiert sein (Genotyp: 
P{lacW}spag[l(2)k12101]/P{lacW}spag[l(2)k12101]), damit es zum Auftreten des weiter unten 
beschriebenen Phänotyps der Mutante kommen kann. Genetische Experimente zeigen, dass 
sich die Mutante mit den folgenden Deletionen komplementieren lässt und sich völlig normal 
entwickeln kann: Df(2R)Px2; Df(2R)G10-BR27; Df(2R)or-BR11; l(2)k12103; l(2)k06308; 
l(2)k13705; l(2)k13705; l(2)k05318. Sie kann jedoch nicht mit der Inversion In(2LR)Px[4] 
komplementieren, d.h. Tiere mit dem Genotyp P{lacW}spag[l(2)k12101]/In(2LR)Px[4] sind 
nicht lebensfähig und sterben im dritten Larvenstadium. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls 
vom Berkeley Fly Genome Project bestätigt (siehe Abbildung 8A). Sinn und Zweck dieser 
genetischen Analyse ist es, die genaue Position der Integration des P{lacW}-Elements zu 
bestimmen, sowie unerkannte sekundäre Effekte auszuschließen.  
Das spaghetti-Gen besitzt sechs Exone und kodiert für ein Transkript von ca. 1,8 kb (Illiopoulos 
et al., 1997). In der stromabwärts liegenden Region befindet sich ein weiteres Gen, das DnaJ60-
Gen, welches für ein Protein kodiert, das zur Familie der DnaJ-Proteine gehört. Beide Gene 
liegen in einer Kopf- an Kopf Anordnung in gegenläufiger Orientierung, durch 113 Nukleotide 
getrennt, im Genom vor (Illiopoulos et al., 1997). Um zu bestimmen, welches der beiden Gene 
(oder die Kombination beider Gene) durch das P-lacW-Element mutiert wurde und dadurch 
vermutlich für den Phänotyp der Mutante verantwortlich ist, wurde ein sogenanntes 
"Rettungsexperiment" mit Transgenkonstrukten durchgeführt, die entweder nur das spag-Gen 
oder nur das DnaJ60-Gen oder beide Gene enthalten (Illiopoulos, persönliche Mitteilung). Es 
konnte gezeigt werden, dass nur die Transgene den Phänotyp der Mutante retten können, die 
das spag-Gen enthalten. 
Die Mutante l(2)k12101 zeigt einen small-disc-Phänotyp und melanotische Pseudotumore. 
Ein Hinweis auf programmierten Zelltod? 
In einer Arbeit von Song et al., 1997 wird über ein Gen berichtet, welches für eine Drosophila-
Caspase kodiert. Mutationen in diesem Gen DCP-1 führen zur larvalen Letalität und zur Bildung 
von melanotischen Pseudotumoren sowie sehr kleinen oder fehlenden Imaginalscheiben bzw. 
Gonaden. Der Phänotyp dieser Mutation entspricht also genau dem Phänotyp homozygoter 
l(2)k12101-Larven. Daher soll an dieser Stelle ein kurzer Abschnitt über den programmierten 




In der Mitte des letzten Jahrhunderts, kurz nachdem bekannt wurde, dass Organismen aus 
Zellen bestehen, wurde entdeckt, dass der Zelltod wohl eine wichtige Rolle für die Entwicklung 
der Tiere spielt (Clark et al., 1996). Der Begriff "programmierter Zelltod" wurde anfänglich 
benutzt, um eine Form von Zelltod zu beschreiben, die in vorhersagbaren Regionen und zu 
vorhersagbaren Zeiten stattfindet. Es sollte dabei betont werden, dass dieser Tod "irgendwie" in 
der Zelle, im Rahmen eines entwicklungsbiologischen Plans vorprogrammiert ist (Lockshin et al., 
1964). Auch war schon sehr früh klar, dass dieser Tod durch Substanzen von anderen Geweben 
verhindert werden konnte (Saunders et al., 1966). 1972 wurde in einer Seminarveröffentlichung 
von Kerr et al. eine erste morphologische Abgrenzung zwischen dem programmierten Zelltod 
und einer anderen Form von Zelltod, der Nekrose, vorgenommen. Nekrotische Zellen entlassen 
ihren Inhalt in ihre Umgebung, was eine Entzündungsreaktion zur Folge hat. Im Gegensatz 
dazu sterben Zellen, die hierfür programmiert wurden, völlig anders: üblicherweise schrumpfen 
und kondensieren sie, wobei die Organellen und die Plasmamembran noch erhalten bleiben. Die 
geschrumpften Zellen werden schließlich als ganzes von ihren Nachbarzellen phagozytiert oder 
von Makrophagen gefressen, noch bevor sie ihren Inhalt in die Umgebung verteilen können. 
Apoptotische Zellen befinden sich daher immer in anderen Zellen. Erstaunlicherweise sehen 
apoptotische Zellen unabhängig von Spezies oder Gewebe sehr ähnlich aus, was zur Vermutung 
führte, das diese Art von Zelltod hochkonserviert über die Entwicklungsgeschichte hinweg 
erhalten blieb. Die Geschwindigkeit, mit der Zellen apoptotisch sterben, ist enorm hoch, 
innerhalb von einer Stunde können ganze Zellareale spurlos verschwinden, eine Detektion der 
Apoptose zeigt dann meistens nur noch wenige Zellen. 
Die Funktion des programmierten Zelltods in der Entwicklung von Tieren 
Verschiedene Tiere, die nicht mehr in der Lage sind, programmierten Zelltod zu machen, 
reagieren unterschiedlich. So kann C. elegans sich auch ohne Apoptose normal entwickeln (Ellis et 
al., 1991), Drosophila hingegen stirbt schon sehr früh in ihrer Entwicklung (White et al., 1994). 
Glucksmann (1951) und Horvitz (1982) postulierten mehrere Funktionen, die Apoptose haben 
kann: (1) Eliminierung von unerwünschten Zellen, (2) Eliminierung von bestimmten Strukturen, 
(3) Eliminierung von bestehenden Strukturen, (4) Kontrolle der Anzahl von Zellen, (5) 
Eliminierung von abnormalen, unkorrekt platzierten, nichtfunktionierenden oder gefährlichen 
Zellen und (6) Produktion von differenzierten Zellen ohne Organellen. Als Beispiel zu (2) sei die 
Bildung der Finger der Vertebraten genannt, bei der Zellen eliminiert werden müssen, die sich 
zwischen den Fingern befinden („Schwimmhäute“). Ist der Zelltod inhibiert, können keine 
normalen Finger gebildet werden (Milligan et al., 1995). Weitere Beispiele sind die Eliminierung 




Gewebe (Fettkörper, Speicheldrüsen, Darm etc.) der Taufliege während der Metamorphose. Als 
Beispiel für (3) sei der Müllersche- Gang genannt, der den Uterus und den Eileiter in weiblichen 
Säugetieren bildet, er ist also in den Männchen nicht vonnöten und wird deshalb durch 
Apoptose eliminiert. Umgekehrt verhält es sich mit dem Wolfschen- Gang, der nur in den 
Männchen benötigt wird (für Vas deferens, Epididymis und Hoden), er wird in den Weibchen 
durch Apoptose eliminiert. Beispiel zu (4): wohlgefütterte Hydra überflügelt durch rasante 
Zellproliferation den programmierten Zelltod, so können neue Hydren durch Knospung 
entstehen. Bei hungernden Hydren hingegen findet kein Wachstum mehr statt, hauptsächlich 
weil der programmierte Zelltod stark ansteigt, die Zellteilungen hingegen nicht (Bosch et al., 
1984). (6) Der programmierte Zelltod wird wohl auch eine Rolle bei der Herstellung von 
spezialisierten Zellen, die keine Organellen besitzen, haben. Verschiedene Zelltypen, wie 
Keratinozyten, Epithelzellen der Linse oder die roten Blutzellen der Säugetiere, verlieren ihren 
Zellkern und andere Organellen während der terminalen Differenzierung. Dieser Prozess wird 
zur Zeit als eine besondere Form des programmierten Zelltods angesehen. Die Kerne werden 
pyknotisch, die DNA fragmentiert und, im Falle der menschlichen Keratinozyten, kann dieser 
Prozess durch Überexpression eines anti-apoptotischen Gens inhibiert werden (Nataraj et al., 
1994).   
Das Hitzeschockprotein Hsp90 interagiert mit dem Spaghetti-Protein im yeast two-hybrid 
System  
Im yeast two-hybrid System interagiert das Spaghetti-Protein, unter anderem, mit dem Hsp90-
Protein, welches vom hsp83-Gen von Drosophila melanogaster kodiert wird (Marhold, 1998, 
Diplomarbeit). Daher soll nun eine kurze Beschreibung über die vielfältigen Funktionen des 
Hsp-90-Proteins folgen. 
Hitzeschockproteine sind an nahezu allen zellulären Prozessen beteiligt wie z.B. Protein-
Transport, Signal-Transduktion, DNA-Replikation und Protein-Synthese (Hartl et al., 1996). Als 





Abb. 9 Das Hitzeschockprotein Hsp-90 findet sich an nahezu allen zellulären Prozessen beteiligt wie z.B. Protein-Transport, 
Signal-Transduktion, DNA-Replikation und Protein-Synthese. Die Abbildung soll stellvertretend für die vielen anderen 
Funktionen des Hsp-90-Proteins eine typische Funktion, an der das Hsp-90-Protein beteiligt ist, darstellen: die Signal-
Transduktion. Steroidhormone gelangen mit Hilfe vermuteter Rezeptoren ins Zellinnere, um dort an bestimmte Rezeptoren zu 
binden. Diese Bindung verursacht eine Verdrängung des oder der Hsp-90-Proteine und der Rezeptor kann nun, mitsamt seinem 
Liganden, in den Zellkern gelangen, um dort bestimmte Zielgene zu aktivieren (aus „Entwicklungsbiologie der Tiere und des 
Menschen“ W .A. Müller, M. Hassel, 1999). 
Hitzeschockproteine werden in verschiedene hochkonservierte Familien eingeteilt. Die Hsp90-
Familie enthält Proteine die von den Hsp90-und GRP94 Genen des Menschen, der Maus und 
des Huhns kodiert werden. Weitere Mitglieder der Familie sind die HSP82-und HSC82 Gene 
der Hefe, das HtpG-Gen der Bakterien und das hsp83-Gen von Drosophila (das Protein wird auch 
in Drosophila Hsp90 genannt). Im Unterschied zu den "üblichen" Hitzeschockproteinen (z.B. 
Hsp70) werden die meisten Hsp90-Proteine nicht nur durch einen Hitzeschock oder 
anderweitigen Stress induziert. Vielmehr werden sie aufgrund verschiedener 




haben kaum Auswirkungen auf den Organismus (Bardwell und Craig, 1988), wohingegen ein 
Verlust von Hsp90 in der Hefe zum Tod der Hefe bei jeder Temperatur führt (Borkovich et al., 
1989). Trotz der hohen Konservierung des Hsp90-Proteins ist bakterielles Hsp90 nicht in der 
Lage Drosophila hsp83-defiziente  Mutanten zu retten (L. Yue, unpubliziert). Die Mitglieder der 
Hsp90 Familie sind assoziiert mit den verschiedensten zellulären Proteinen, wie z.B. Steroid-
Hormon-Rezeptoren (Buhen et al.,  1994), onkogene Tyrosinkinasen (Brugge et al., 1986), der 
Serin-Threonin Kinase c-Raf (Stancato et al., 1993), der Häm-regulierenden eIF2-Alpha Kinase 
(Rose et al., 1989), der Kasein-Kinase II (Miyata et al., 1992), Aktin (Nishida et al., 1986) und 
Tubulin (Redmond et al., 1986). Bei sehr hohen Proteinkonzentrationen arbeitet das Hsp90-
Protein in vitro als generelles molekulares Chaperon (Faltungshelfer) (Jakob et al., 1995). In vivo 
hingegen greift das Hsp90-Protein als Chaperon nur dann ein, wenn ein Protein bei normaler 
Temperatur Probleme hat, seine stabile Konformation zu erreichen (Nathan et al., 1997). Es 
konnte für eine bestimmte Gruppe von Proteinen, den Immunophilinen gezeigt werden, dass 
diese Proteine mit Hilfe ihrer TPR-Domäne (tetratricopeptid-Domäne) an eine einzelne TPR-
binding sites jedes Hsp90-Dimers binden können (Pratt et al., 1998). TPR-Domänen bestehen aus 
TPR-Motiven, die wiederum Sequenzen aus je 34 Aminosäuren bestehen. Diese TPR-Motive 
sind in Tandem-Wiederholungen arrangiert, die in intra- und intermolekularen Interaktionen 
eine Rolle spielen. Das Spaghetti-Protein besitzt ebenfalls eine TPR-Domäne (siehe 
Ergebnisteil). 
Aufgabenstellung: Die Rolle des spaghetti-Gens in Drosophila melanogaster 
Basierend auf dem Phänotyp der homozygoten l(2)k12101-Larven, nämlich larvale Letalität, 
kleine Imaginalscheiben und melanotische Pseudotumore, und schließlich den Ergebnissen 
meiner Diplomarbeit, der Interaktion des Spaghetti-Proteins mit dem Hsp-90-Protein aufzeigte, 
soll eine funktionelle Analyse des vom spaghetti-Gen kodierten Proteins durchgeführt werden. 
Es soll dabei so eng wie möglich an der Fliege gearbeitet werden, da rein biochemische Arbeiten 
oftmals nur ein „Standbild“ einer bestimmten Situation reflektieren, jedoch nicht die 
dynamischen Verhältnisse wiedergeben können, welche nun mal in einem lebenden Organismus 
anzutreffen sind. 
Aufgrund der starken Ähnlichkeit des Phänotyps von homozygoten l(2)k12101-Larven mit 
denen von homozygoten DCP-1-mutierten Larven (siehe oben) soll das Vorhandensein von 
Apoptose untersucht werde. Hierzu können Färbungen mit Acridinorange oder TUNEL-




Weitere mehr grundlegendere Fragen bezüglich des Spaghetti-Proteins sollen beantwortet 
werden: Wann in der Entwicklung von Drosophila melanogaster wird das Protein exprimiert? Wo 
wird es exprimiert? Mit Hilfe der polyklonalen Antikörper, die gegen das Spaghetti-Protein 
gerichtet sind, können diese Fragen durch Western-Blot-Analyse und 
Immunfluoreszenzfärbungen beantwortet werden.  
Um der Frage nachgehen zu können, inwieweit eine ektopische Expression des Spaghetti-
Proteins eine Auswirkung auf die Entwicklung der Fliege haben könnte, können gain-of-function-
Experimente mit dem UAS/GAL4-System durchgeführt werden.  
Da die homozygoten l(2)k12101-Tiere als Larven sterben, kann keine Aussage gemacht werden, 
was der Verlust des Spaghetti-Proteins für die Entwicklung der adulten Fliegen bedeuten würde. 
Es gibt jedoch eine Methode, um dies zu „simulieren“, nämlich die Erzeugung von genetischen 
Mosaiken, welche mit dem FLP/FRT-System (yeast site-specific recombinase (FLP)/ FLP recombination 
targets (FRTs)) hergestellt werden können (Broach und Hicks, 1980; Jayaram, 1985, Golic und 
Lindquist, 1989). Hier können loss-of-function-Experimente in adulten Fliegen durchgeführt 
werden. 
Parallel zu den genetischen Experimenten, sollen die im yeast two-hybrid System in meiner 
Diplomarbeit gefundenen Daten nochmals mit neueren Vektoren wiederholt werden und 











Nur eine Mutation l(2)k12101 betrifft das spaghetti-Gen (Illiopoulos et al., 1997). Homozygot 
mutierte Larven (im weitern „l(2)k12101-Larven“) sind nicht in der Lage, sich zu verpuppen. Sie 
persistieren bis zu zwei Wochen im Futter. Überalte, mutierte Larven zeigen oftmals multiple 
Pseudotumore, welche aus Aggregaten von Hämozyten bestehen. Diese schwarz gefärbten 
Massen befinden sich unterhalb der Kutikula im Hämocoel (Abb. 10A, rote Dreiecke). Diese 
Erscheinung geht oft einher mit apoptotischen Vorgängen (Song et al., 1997) oder Vorgängen, 
bei denen larvales Gewebe abgebaut und Restbestände von Zellen des Immunsystem der Larve 
eingekapselt werden. Präparationen von sieben Tage alten mutierten Larven zeigen 
unterentwickelte Imaginalscheiben, im Vergleich zu denen von fünf Tage alten Wildtyplarven 
(Abb. 10B, rechte Seite im Vergleich zur linken Seite Wildtyp, WT) sowie abnormale 
Gehirnhemisphären und ein geknicktes Ventralganglion (Abb. 10F im Vergleich zu 10E, WT). 
Ein weiteres Merkmal dieser Larven ist die leicht vergrößerte Lymphdrüse bei Tieren, die über 
sieben Tage alt sind (Abb. 10D im Vergleich zu 10C, WT). Ob es sich hierbei um einen für das 
mutierte spaghetti-Gen spezifischen Phänotyp oder um einen generellen Phänotyp überalter 





Abb. 10 Der Phänotyp von l(2)k12101-Larven. (A) l(2)k12101-Larven zeigen melanoticshe Pseudotumore. (B) Die 
Imaginalscheiben dieser Tiere sind atrophisch. (D) Die Lymphdrüse ist vergrößert im Vergleich zu (C) der einer Wildtyplarve. (F) 
Die Gehirnhemisphären sind abnormal und das Ventralganglion geknickt im Vergleich zu (E) denen einer Wildtyplarve (Weitere 




Obwohl l(2)k12101-Larven eine im Vergleich zu Wildtyplarven fast normale Größe erreichen 
können, sind die Imaginalscheiben der Mutante besonders klein (Abb. 10B). Daher ist es 
wichtig, den Zeitpunkt innerhalb der Entwicklung zu bestimmen, an dem die Imaginalscheiben 
der Mutante betroffen sind. Hierzu wurde die Größe der Imaginalscheiben der Mutante zu 
verschiedenen Zeitpunkten der larvalen Entwicklung bestimmt. Um die winzigen 
Imaginalscheiben sichtbar zu machen, wurde eine Chromosom mit einem speziellen 
Reportergen in die Mutante eingeführt. Das Reportergen headcaseB5 befindet sich auf dem 
dritten Chromosom und exprimiert β-Galaktosidase in allen Imaginalscheiben (Weaver et al., 
1995, Gould et al., 1987). Präparationen von Wildtyplarven (Abb. 11A) und l(2)k12101-Larven 
(Abb. 11B) wurden mit X-Gal gefärbt. Die Präparate zeigen, dass die Imaginalscheiben der 
Mutante in der cephalen Region ((3L) dritte Beinimaginalscheibe, (H) Halterimaginalscheibe, 
(W) Notum-Flügelimaginalscheibe, (Pr) Prothorax-Imaginalscheibe), mit Ausnahme der 
Prothorax-Imaginalscheibe, besonders klein sind. l(2)k12101-Larven, bei denen bestimmte 





Abb. 11 Fast alle Imaginalscheiben der l(2)k12101-Larven sind atrophisch, mit Ausnahme der Prothorax-Imaginalscheibe. X-
Gal-Färbungen von Larven, die das headcaseB5-Allel tragen, zeigen eine intensive Blaufärbung der Imaginalscheiben und anderer 
Strukturen. Dadurch können sehr leicht die Imaginalscheiben von Mutanten sichtbar gemacht werden, die sonst sehr schwer zu 
finden wären. (A) zeigt die blaugefärbten Imaginalscheiben einer Wildtyplarve und (B) die der einer l(2)k12101-Larve. (3L) dritte 
Beinimaginalscheibe, (H) Halterimaginalscheibe, (W) Notum-Flügelimaginalscheibe,(Pr) Prothorax-Imaginalscheibe. (Weitere 
Erläuterungen im Text). 
Das Spaghetti-Protein wird für die Regulation des Wachstums und der Organisation der 
Imaginalscheiben benötigt 
Die Imaginalscheiben von sieben Tage alten Larven der Mutante wurden mit Phalloidin-
Alexa488 und Propidiumjodid gefärbt, um die Organisation des polymerisierten Aktin-
Netzwerks (F-Aktin) und die Struktur der Kerne sichtbar zu machen. Mehrer konfokale 
Aufnahme derselben Imaginalscheibe in verschiedenen Ebenen zeigen, dass die Form und 




Imaginalscheibe im Epithel eine einschichtige Struktur (Abb. 12B, Pfeil). In einigen Regionen 
der Imaginalscheibe können dicke Schichten von F-Aktin in den basalen und apikalen Domäne 
beobachtet werden (Abb. 12Ba, Dreieck). Die Organisation in den anderen Regionen erscheint 
durch das Auftreten von Kern-„clustern“ (Abb. 12Bb, Dreieck), welche sich mit dicken F-Aktin 
Netzwerken abwechseln chaotisch. In Imaginalscheiben von sehr alten Larven der Mutante 
kann keine DNA (Abb. 13B-C’) mehr nachgewiesen werden. Ebenso ist das F-Aktin Netzwerk 
abnormal. Diese Analyse zeigt, dass Spaghetti für die Organisation der Struktur und der 







Abb. 12 Die Imaginalscheiben der l(2)k12101-Larven zeigen eine abnormale F-Aktin Struktur  und DNA–Organisation. (A) 
konfokale Aufnahme einer Flügelimaginalscheibe einer Wildtyplarve, gefärbt für F-Aktin (grüner Kanal) und DNA (roter Kanal). 
(B-Bb’’) zeigen die Imaginalscheiben der l(2)k12101-Tiere bei gleicher Vergrößerung und Färbung in mehreren Schnittebenen. Die 
F-Aktin Struktur ist abnormal, die DNA z.T. abwesend oder kondensiert. (A’-Bb’) F-Aktin Färbungen. (A’’-Bb’’) DNA-





Abb. 13 Die Imaginalscheiben der l(2)k12101-Larven zeigen eine abnormale F-Aktin Struktur und DNA–Organisation. (A) 
konfokale Aufnahme einer Flügelimaginalscheibe einer Wildtyplarve, gefärbt für F-Aktin und DNA, im gleichen Kanal. (B und 
C) zeigen die Imaginalscheiben der l(2)k12101-Tiere bei gleicher Vergrößerung und Färbung. Die F-Aktin Struktur ist abnormal, 
die DNA abwesend. 
Die Imaginalscheiben der l(2)k12101-Larven zeigen Apoptose 
Aufgrund der besonders geringen Größe sowie der abnormalen Struktur der spag--
Imaginalscheiben ist es notwendig zu prüfen, ob diese Imaginalscheiben eine erhöhte Anzahl 
von sterbenden Zellen aufweisen. Daher wurde das Auftreten von sterbenden Zellen in den spag-
-Imaginalscheiben  durch Färbungen mit dem Vitalfarbstoff Acridinorange (AO) nachgewiesen. 
Die gefärbten Imaginalscheiben wurden anschließend unter einem 
Immunfluoreszenzmikroskop analysiert. Diese Analyse zeigt, dass die Imaginalscheiben der 
Mutante (Abb. 17B und D) eine höhere Anzahl von AO-positiven Zellen im Vergleich zu 





Abb. 14 Imaginalscheiben von l(2)k12101-Larven zeigen Apoptose. Färbungen mit Acridinorange (AO) zeigen eine deutlich 
höhere Rate von apoptotischen Zellen in (B) und (D) Imaginalscheiben der Mutante, im Vergleich zu (A) und (C), denen des 
Wildtyps (Erläuterung siehe Text). 
Ebenso wurden Färbungen mit Nilblau durchgeführt, welche die gleichen Ergebnisse zeigten 
(Daten nicht gezeigt). Beide Farbstoffe detektieren nur apoptotische, nicht jedoch nekrotische 
oder pyknotische  Zellen (Abrams et al., 1993). 
Um zu überprüfen, ob die sterbenden Zellen durch Apoptose eliminiert werden, wurde ein 
TUNEL-Test (terminale Dexoxynucleotidyl-Transferase) durchgeführt (Abb. 15). Hier werden 






Abb. 15 Imaginalscheiben von l(2)k12101-Larven zeigen Apoptose. TUNEL-Färbungen von (E-H) Imaginalscheiben von 
l(2)k12101-Larven zeigen eine deutlich höhere Anzahl TUNEL-positiver Zellen im Vergleich zu (A-D’) Imaginalscheiben des 
Wildtyps. A’ und E sind gleiche Vergrößerung. A’ ist Vergrößerung von A. (B, B’ und F) zeigen die DNA. (C, C’ und G) 
zeigen die apoptotischen Zellen. (D, D’ und H) zeigen F-Aktin. (Erklärung im Text). 
Viele der TUNEL-positiven Signale korrespondieren zu denen der DNA, gefärbt mit TOTO 
(Kernfarstoff). Jedoch nicht alle intensiv TOTO-gefärbten Kerne sind TUNEL-positiv. Im 
Vergleich zum Wildtyp scheint die DNA der Imaginalscheibe der Mutante kondensiert oder 
fragmentiert. Die Kerne erscheinen kleiner als die des Wildtyps. (Die abnormale F-Aktin 






Ektopische Expression des Baculovirus p35-anti-apoptotischen Proteins führt zu einer 
partiellen Rettung der Imaginascheiben-Struktur der Mutante 
Um die oben erwähnte Apoptose zu verhindern, wurde das p35 anti-apoptotische Protein des 
Baculovirus ektopisch in spag-mutierten Tieren exprimiert. Hierzu wurden Fliegen mit dem 
folgenden Genotyp hergestellt: P{hsp70-p35}/P{hsp70-p35}; P{lacW}spag[l(2)k12101]/CyO. In 
dieser Fliege befindet sich das ektopische Konstrukt, welches das p35-Protein exprimiert, unter 
Kontrolle des Hitzeschockpromotors des hsp70-Gens. Achtundvierzig Stunden nach der 
Eiablage wurden die jungen Larven für eine Stunde bei 37°C gehalten, um das Protein zu 
exprimieren. Nach weiteren 24 Stunden wurde erneut ein Hitzeschock für eine Stunde bei 37°C 
gegeben, und die Imaginalscheiben wurden beim Erreichen des dritten Larvenstadiums 
präpariert und im Normallichtmikroskop (Abb. 16A-C) bzw. im konfokalen Mikroskop (Abb. 
16E-H) betrachtet. Zur Kontrolle wurden l(2)k12101-Larven derselben Prozedur unterzogen. 





Abb. 16 Ektopische Expression des anti-apoptotischen p35-Proteins des Baculovirus kann den Phänotyp von l(2)k12101-Larven 
nur teilweise kompensieren (Erklärung im Text). 
Es konnte eine leichte Vergrößerung der Imaginalscheiben der l(2)k12101-Tiere beobachtet 




Letalität der l(2)k12101-Larven zu überwinden, noch konnte das Auftreten der melanotischen 
Pseudotumore beeinflusst werden.  
Immunhistologische Färbungen mit Antikörpern gegen das anti-Phospho-Histon3-Protein 
(Mitosemarker) zeigen, dass nicht alle Zellen der Imaginalscheiben der l(2)k12101-Tiere 
durch Apoptose untergehen 
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Imaginalscheiben der 
Mutante eine hohe Anzahl apoptotischer Zellen aufweisen. Trotz der hohen Anzahl 
apoptotischer Zellen können die Imaginalscheiben der Mutante über viele Tage hinweg als 
wahrnehmbare Strukturen erkannt werden. Das verlängerte Überleben dieser Strukturen kann 
durch das Vorhandensein von Zellen erklärt werden, die in der Lage sind, zu proliferieren. 
Daher wurde geprüft, ob sich spag- -Zellen replizieren können. Zu diesem Zweck wurden 
Imaginalscheiben des Wildtyps und der Mutante mit fluoreszenzmarkiertem anti-Phospho-
Histon 3 Antikörper gefärbt. Dieser Antikörper detektiert nur die phosphorylierte Form des 
Histons 3-Proteins, welches nur während der Mitose phosphoryliert wird. Dadurch ist eine 
exakte Bestimmung der Anzahl mitotischer Zellen in Geweben möglich. Es wurden neben den 
Imaginalscheiben auch die Gehirne gefärbt, da diese in den Larven der Mutante eine abnormale 
Form zeigen. Die Färbung ergab, dass sowohl in den Imaginalscheiben der Mutante als auch 
spezifischen Regionen des Gehirns eine mindestens ebenso hohe Anzahl mitotischer Zellen zu 
finden ist, wie in den Geweben des Wildtyp auftreten. Abbildung 17A zeigt ein Gehirn einer 
Wildtyplarve, 17C zeigt Imaginalscheiben von Wildtyplarven; 17B und 17D sind Gewebe der 
l(2)k12101-Larven. Im Falle des Gehirns konnte sogar eine deutliche Erhöhung mitotischer 
Zellen in der Mutante beobachtet werden. Die relativ hohe Rate von DNA-Replikation legt die 
Schlussfolgerung nahe, dass eine bestimmte Anzahl von spag--Zellen in der Lage sind, zu 






Abb. 17 Trotz Apoptose proliferieren bestimmte Zellen in Gehirn und Imaginalscheiben der l(2)k12101-Larven. Färbungen von 
Gehirn und Imaginalscheiben von (A) und (C) Wildtyplarven und von (B) und (D) l(2)k12101-Larven mit anti-Phospho-
Histon3 Antikörper zeigen, dass trotz apoptotischer Vorgänge noch Mitosen nachweisbar sind. Im Gehirn der Mutante konnten 
mehr Mitosen nachgewiesen werden, als im Gehirn des Wildtyps (Erläuterung im Text). 
Über dieses Phänomen wurde bereits in Veröffentlichungen von Milan et al., 1997, berichtet und 
lässt sich damit erklären, dass der Verlust von Zellen durch Apoptose zu einem Verlust der 
Kontakt-Inhibition zwischen ehemaligen apoptotischen und nicht apoptotischen Zellen führt. 
Dieser Verlust der Kontakt-Inhibition könnte der Grund für die vermehrte DNA-Synthese der 
nicht inhibierten Zellen sein (Milan et al., 1997). 
Die Herstellung von spezifischen Antikörpern gegen das Spaghetti-Protein 
Kurze Peptide, basierend auf der putativen Sequenz des Spag-Proteins, wurden für den N-
terminalen und für den C-terminalen Bereich synthetisiert und damit Kaninchen immunisiert. 
Aus dem so gewonnenen Serum wurde mittels einer Protein-A Säule die IgG-Fraktion isoliert. 
Diese wurde dann mittels der synthetisierten Peptide weiter aufgereinigt. So wurden die beiden 
polyklonalen Antikörper „N“ (gegen den N-terminalen Bereich des Spag-Proteins gerichteter 
Antikörper) und „C“ (gegen den C-terminalen Bereich des Spag-Protein gerichteter Antikörper) 
hergestellt (Illiopoulos, persönliche Mitteilung). Proteinextrakte von Wildtyplarven des dritten 
Stadiums und von l(2)k12101-Larven wurden mittels SDS-PAGE separiert und auf PVDF-




erwartende Bande von ca. 65kDa (siehe Abbildung 18). Die gleichen Ergebnisse konnten mit 
Hilfe des Antikörper „C“ gewonnen werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Tatsache, dass 
überhaupt kein Protein in der Mutante nachgewiesen werden kann, gehört die Mutante 
l(2)k12101 zu der Gruppe der Nullmutationen. Dieses Ergebnis wurde ebenso auf Ebene der 
mRNA in einem Northern-Blot bestätigt (Török, persönliche Mitteilung). 
 
Abb. 18 Das Spaghetti-Protein fehlt in l(2)k12101-Larven völlig. Proteinextrakt von Wildtyplarven und Proteinextrakt aus 
l(2)k12101-Larven wurden mittels einem SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf PVDF-Membran transferiert. Der gegen das 
Spag-Protein gerichtet Antikörper kann nur im Proteinextrakt der Wildtyplarven das Protein nachweisen. (Erklärung im Text). 
Die Expression des Spaghetti-Proteins während der Entwicklung von Drosophila 
Eine Analyse der Expression des Spag-Proteins wurde zunächst mit Hilfe von Western-Blot-
Analyse von Proteinextrakten der verschiedenen Stadien von Drosophila durchgeführt. Hierzu 
wurden die Proteine von Embryonen, den drei larvalen Stadien, Puppen und Adulten isoliert 
und mittels SDS-Polyacryamidgelelektrophorese separiert und auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Diese Membran wurde anschließend mit anti-Spag Antikörper inkubiert. Abbildung 
19A zeigt, dass das Spag-Protein besonders stark während der embryonalen Entwicklung 
exprimiert ist. In den larvalen und pupalen Stadien ist das Spag-Protein schwach exprimiert, 






Abb. 19 Das Spaghetti-Protein ist predominant in Embryonen exprimiert. (A) und (B) zeigen stadienspezifische Western-Blots. 
(A) das Spaghetti-Protein ist hauptsächlich in den embryonalen Stadien exprimiert. Proteinextrakte von (E 0-24h) 0-24 h alten 
Embryonen, (L1) ersten Larvenstadien, (L2) zweiten Larvenstadien, (L3) dritten Larvenstadien, (P) Puppen, (A) Adulten und 
(O) Ovarien wurden auf einem 12% SDS- Polyacrylamidgel separiert und auf PVDF-Membran transferiert. Anschließend wurde 
das Spaghetti-Protein (blaues Dreieck) mit dem anti-Spaghetti-Antikörper „N“ nachgewiesen. Als Ladekontrolle (grünes Dreieck) 
wurde ein anti-Rab11-Antikörper verwendet. (B) zeigt eine genauere zeitliche Auflösung der embryonalen Stadien. (E 0-3h, 0-6h, 
6-9h, 9-12h, 12-24h) sind entsprechende embryonale Stadien, (L1, L2, L3) sind die larvalen Stadien, (P) Puppen, (M) 
Männchen, (W) Weibchen. Es wurde das Spaghetti-Protein (blaues Dreieck) mit dem anti-Spaghetti-Antikörper „C“ 
nachgewiesen. Als Ladekontrolle (rotes Dreieck) wurde der anti-Rp40-Antikörper verwendet, der das ribosomale Protein Rp40 
nachweist.(Erklärung im Text). 
Um die Expression des Spag-Proteins während der Embryogenese präziser bestimmen zu 
können, wurden weitere Proteinextrakte von embryonalen Stadien eines bestimmten Alters 
untersucht. Diese Analyse zeigt, dass das Spag-Protein relativ konstant während der gesamten 
Embryogenese exprimiert ist. 
Das Spaghetti-Protein könnte phosphoryliert vorliegen 
Western-Blot Analyse von Proteinextrakten von Schneiderzellen und Drosophila Embryonen 
zeigen eine unterschiedliche Mobilität des Spag-Proteins. Das Spag-Protein, welches aus 




welches aus den Embryonen isoliert wurde (Abb. 20A). Dieser Unterschied im Laufverhalten 
der Proteine könnte von post-translationelle Modifikationen wie proteolytische Spaltung, 
Glykosylierung oder Phosphorylierung herrühren. Daher wurden Totalproteinextrakte von 
Drosophila-Embryonen sowie von Schneiderzellkulturen mit alkalischer Phosphatase behandelt. 
Anschließend wurden die behandelten, wie auch unbehandelte Proteinextrakte auf einem SDS-
Polyacrylamidgel separiert, auf PVDF-Membran transferiert und das Spag-Protein mit anti-Spag 
Antikörpern nachgewiesen (Abb. 20B). Diese Analyse zeigt, dass die Höhe der Bande des 
embryonalen Spag-Proteins durch die Behandlung mit alkalischer Phosphatase reduziert wurde. 
Im Gegensatz hierzu konnte keine Veränderung des Spag-Proteins, welches aus den 
Schneiderzellkulturen gewonnen wurde, beobachtet werden (Abb. 20C). Dieses Experiment 
demonstriert, dass das Spag-Protein während der Embryogenese phosphoryliert vorliegt. 
 
Abb. 20 Das Spaghetti-Protein ist in den Embryonen phosphoryliert. (A) Proteinextrakte aus einer (S2) S2-Drosophila-
Zellkultur und (E 0-24h) 0-24h alten Embryonen wurden auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf PVDF-
Membran transferiert. Anschließend wurde mit Hilfe des anti-Spag-Antikörpers das Spag-Protein nachgewiesen. Deutlich ist ein 
Größenunterschied zwischen S2 und E 0-24h zu sehen. Als Ladekontrolle wurde der anti-Rab11-Antikörper, der das Rab11-
Protein (grünes Dreieck) nachweist, verwendet. (B) Es wurde (E 0-24h depho.) embryonaler Extrakt mit konzentrierter 
alkalischen Phosphatase behandelt und zusammen mit (E 0-24h) unbehandeltem Extrakt auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel 
separiert und auf PVDF-Membran transferiert. Nach dem Nachweis des Spaghetti-Proteins mit dem anti-Spaghetti-Antikörper 
„N“ konnte eine veränderte Mobilität des behandelten Proteins im Gel festgestellt werden. (C) Proteinextrakte aus 
Schneiderzellkulturen zeigen keine Veränderung der Mobilität des Spag-Proteins durch alkalische Phosphatase (weitere 
Erklärungen im Text). 
Die Verteilung des Spaghetti-Proteins während der embryonalen Entwicklung 
Es wurde eine Kollektion verschiedener embryonaler Stadien mit dem Antikörper, der gegen 
das Spag-Protein gerichtet ist, sowie mit Propidiumjodid (für DNA) gefärbt und mit Hilfe eines 
konfokalen Laserscanning-Mikroskops analysiert. Die Abbildungen 21/22A–M zeigen jeweils 




um eine Kolokalisierung beider Kanäle (also gelb) sichtbar zu machen. Die Abbildungen 
21/22A’–M’ zeigen die Färbungen für das Spag-Protein separat und die Abbildung 21/22A’’–
M’’ zeigen die Kernfärbungen separat. Die embryonalen Stadien sind im einzelnen: 21A: 
Stadium 1; 21B: Stadium 3; 21C und 21D: Stadium 5; 21E: Stadium 10; 21F: Stadium 12; 22G: 
Stadium 12; 22H und 22I: Stadium 14; 22J, 22K und 22L: Stadium 17 und 22M: Stadium 18. 
Alle Embryonen wurden lateral, posterior rechts und ventral unten, abgebildet, mit Ausnahme 
von 22J, 22L und 22M, die einen intermediären Winkel zwischen dorsal und ventral einnehmen.  
 
Abb. 21 Stadienspezifische Lokalisierung des Spaghetti-Proteins in Embryonen. Eine Kollektion verschieden alter Embryonen 
wurde für das Spag-Protein (grün) sowie DNA (rot) gefärbt und mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops analysiert. 
(A-F) zeigt beide Färbungen zugleich. (A’-F’) zeigen die Färbung für das Spag-Protein. (A’’-F’’) zeigen die Färbung für DNA. 
Die Stadien im einzelnen: (A) Stadium 1, (B) Stadium 3, (C) und (D) Stadium 5, (E) Stadium 10, (F) Stadium 12 (weitere 




In jungen embryonalen Stadien, in denen (mit Ausnahme in den Polzellen) noch keine Proteine 
translatiert werden, kann eine hohe Konzentration des (maternalen) Spag-Proteins im Inneren 
des Embryos beobachtet werden (Abb. 21A). Das Protein wandert mit zunehmendem Alter des 
Embryos in der Kortex ein (Abb. 21B-D). Hierdurch kommt es zu einer Spag-Protein Armut im 
Inneren des Embryos. Während der Zellularisierung kann das Spag-Protein hauptsächlich an der 
apikalen Seite und in den Zellkernen vorgefunden werden. Mit dem Einsetzen der Translation 
ab Stadium 10 ist das Spag-Protein ubiquitär in den Embryonen exprimiert. In einigen 
Geweben, wie z.B. dem „posterior midgut rudiment“, dem Mitteldarm und der stomodealen 





Abb. 22 Fortsetzung von Abbildung 21. (G) Stadium 12; (H) und (I) Stadium 14; (J), (K) und (L) Stadium 17; (M) Stadium 
18 (Erklärung siehe Abbildung 21 und im Text). 
Aufgrund der Kolokalisierung des Spag-Proteins mit der DNA wurden im weiteren die 




Das Spaghetti-Protein zeigt ein dynamisches Verhalten während der Kernteilung 
Die Abbildungen 23A-A’’ bis 23F-F’’ zeigen eine Auswahl der Embryonen, von der Oberfläche 
aus betrachtet. Deutlich können im roten Kanal (für DNA) die verschiedenen Zyklen der 
synchronisierten Zellteilungen gesehen werden. Während der Interphase befindet sich das Spag-
Protein im Zytoplasma und in der Kernlamina (Abb. 23B). Im Gegensatz dazu kann das Spag-
Protein während der Mitose überall nachgewiesen werden.   
 
Abb. 23 Fortsetzung der Abbildungen 21 und 22. Die Embryonen wurden mit Hilfe des konfokalen Laserscanning-Mikroskops 
an der Oberfläche „geschnitten“, um die Kernfärbungen besser sehen zu können. Das Spag-Protein ist wieder grün dargestellt, die 




Das Spaghetti-Protein kann an der Kernlamina nachgewiesen werden 
Die ringförmige Gelbfärbung um die Zellkerne herum, wie in Abb. 23B zu sehen ist, lässt 
vermuten, dass das Spag-Protein mit der Kernlamina kolokalisiert ist. Daher wurden 
Embryonen für das Spag-Protein und für das Drosophila Lamin Dm0-Protein gefärbt und 
anschließend analysiert. Die Abbildung 24 zeigt konfokale Aufnahmen von verschieden alten 
Embryonen. In sehr jungen Embryonen scheint das Spag-Protein um die Kernlamina 
akkumuliert zu sein (Abb. 24B-B’’). Mit zunehmendem Alter der Embryonen kann immer mehr 
Spag-Protein im Kern nachgewiesen werden (Abb. 24C-D’’). Dieses Experiment zeigt die 
dynamische Lokalisierung des Spag-Protein in den embryonalen Stadien. 
 
Abb. 24 Das Spaghetti-Protein kolokalisiert mit der Kernlamina. (A) zeigt eine Dreifachfärbung von Embryonen für das 
Spaghetti-Protein (rot), für das Drosophila-Lamin-Dm0-Protein (grün) und für DNA (blau). (A’-D’) zeigt Lamin-Dm0. (A’’-
D’’) zeigen das Spag-Protein. (B-B’’) bis (D-D’’) zeigen Vergrößerungen von verschiedenen embryonalen Stadien. Deutlich ist eine 
Gelbfärbung im Bereich der Kernlamina zu sehen. Ebenso kann in den Abbildung A’’ und B’’ eine Akkumulierung des Spag-




Das Spaghetti-Protein ist in Embryonen im Zytoplasma wie auch im Kern nachweisbar 
Um die in den vorangegangenen Experimenten gezeigte Kernlokalisierung des Spag-Proteins zu 
bestätigen, wurden embryonale Proteinextrakte von Kernen und Zytoplasma hergestellt. 
Abbildung 25A zeigt Kernextrakt und Extrakt des Zytoplasmas separiert auf einem SDS-
Polyacrylamidgel und mittels Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Die Konzentration der 
Proteinfraktionen ist in etwa gleich. 
 
Abb. 25 Das Spaghetti-Protein ist überwiegend im Zytoplasma, jedoch auch im Kern lokalisiert. (A) zeigt Kernextrakt und 
Extrakt des Zytoplasmas, separiert auf einem SDS-Polyacrylamidgel und angefärbt mit Coomassie-Blau. Aufgrund der Färbung 
kann von einer gleichen Menge an Proteinen in den beiden Extrakten ausgegangen werden. (B) zeigt vier Western-Blots mit den 
Proteinextrakten aus (A) zum Nachweis der Lokalisierung des Spag-Proteins innerhalb der Zelle. Histon3 ist ein Protein, das 
ausschließlich in mitotischen Zellkernen vorkommt, p127 ist das Protein, das vom Tumorsuppressorgen l(2)gl kodiert wird. Es ist 
eine Komponente des Zytoskeletts. NAP-1 ist ein Protein, welches hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert ist, jedoch auch an der 
Stabilisierung des Spindelapparates beteiligt ist. Das Spag-Protein befindet sich demnach überwiegend im Zytoplasma, jedoch auch 




Deutlich ist das unterschiedliche Muster der verschiedenen Protein-Fraktionen sichtbar. Die 
dominante Bande im Kernextrakt ist das Dotter-Protein. Beide Extrakte wurden nun zu je 
denselben Mengen auf SDS-Polyacrylamidgelen separiert. Aufgrund der Coomassie-Färbung kann 
davon ausgegangen werden, dass die Menge der Proteine in den beiden Extrakten in etwa gleich 
ist.  
Mit Hilfe der folgenden Antikörper wurden die jeweiligen Proteine nachgewiesen: Zum 
Nachweis eines ausschließlich im Kern vorkommenden Proteins wurde ein polyklonaler 
Antikörper gegen die phosphorylierte Form des Histons-3 verwendet. Dieses Protein ist nur in 
mitotischen Zellen vorhanden. Da embryonaler Extrakt als Grundlage für die 
Kernproteinaufreinigung verwendet wurde und in Embryonen eine rasante Kernteilung 
stattfindet, kann eine Bande in der entsprechenden Höhe (ca. 17kDa) im Kernextrakt 
nachgewiesen werden. Im Zytoplasma hingegen kann dieses Protein nicht nachgewiesen 
werden, was für eine saubere Aufreinigung des Kernextrakts spricht. Als Kontrolle für einen 
reinen zytoplasmatischen Proteinextrakt wurde ein Antikörper verwendet, der das Protein p127 
nachweist, welches vom Tumorsuppressorgen l(2)gl (lethal giant-larvae) kodiert wird. Diese Protein 
ist mit dem Zytoskelett assoziiert und ist nie im Kern zu finden. Ein weiterer Antikörper, der 
gegen das NAP-1 Protein (nucleosome assembly protein) gerichtet ist, erkennt dieses Protein vor 
allem im Zytoplasma, jedoch auch im Kern. Dieses Protein spielt eine Rolle beim 
Zusammenbau des Spindelapparates und sollte daher auch im Kern nachweisbar sein. 
Schließlich wurde das Spag-Protein mit Hilfe der spezifischen Antikörper nachgewiesen. Dieses 
Experiment zeigt, dass das Spag-Protein im Vergleich zum NAP-1 Protein mit erstaunlich hoher 
Konzentration im Kernextrakt nachgewiesen werden kann. 
Das Spaghetti-Protein ist in den somatischen Zellen von Ovarien, wie auch in den Testes 
exprimiert und bildet hier ein heterogenes Färbungsmuster auf der Oberfläche der Gewebe 
Um die Frage zu klären, wo und in welcher Menge sich das Spag-Protein in den verschiedenen 
Stadien der Taufliege befindet, wurden Ovarien und Gewebe von Larven des dritten Stadiums 
mit dem gegen das Spag-Protein gerichteten Antikörper sowie mit Phalloidin-Alexa488 und 
Propidiumjod gefärbt. Es wurde jeweils der gegen das C-terminale Ende des Spaghetti-Protein 
gerichtete Antikörper verwendet, welcher wiederum mit einem sekundären Antikörper (Cy5) 
nachgewiesen wurde. Phalloidin-Alexa488 wurde zur Darstellung von F-Aktin verwendet. Alle 
Präparate wurden anschließend mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops analysiert. 
Die unterschiedlichen Farbkanäle wurden separat als Graustufenbilder dargestellt. Färbungen 
von Ovarien und Testes zeigen eine relativ starke Verteilung des Spag-Proteins im apikalen 




reifenden Eier von etwa 3 Tagen alten weiblichen Fliegen. In jungen Eikammern scheint das 
Spag-Protein in allen Zellen exprimiert zu sein. Mit zunehmender Entwicklung der Eikammern 
kann eine Beschränkung des Spag-Proteins auf bestimmte Zellen beobachtet werden. Die 
transversalen Schnitte (Aa und Ba) zeigen, dass das Spag-Protein vorwiegend apikal lokalisiert 
ist. In sehr alten Eikammern kann zudem eine Polarisierung des Spag-Proteins auf der 
posterioren Seite der Eikammern beobachtet werden (Abb. 27). Da dieses Phänomen bisher 
noch nie beschrieben wurde, wurden tiefergehende Analysen von Eikammern durchgeführt. Es 
wurden Spag-Färbungen mit Färbungen anderer Proteine (z.B. Nap-1) verglichen, um eine 
Aussage über die genaue Lokalisierung des Spag-Proteins machen zu können (Abb. 28). Das 
Spag-Protein zeigt im Vergleich zum Nap-1 Protein ein mehr polarisiertes Färbungsmuster. 
Färbungen für andere Proteine, z.B. Scrib1, Scrib2, Rab11, p127 und Dlg zeigen 





Abb. 26 Das Spaghetti-Protein ist in den verschiedenen Stadien der Eikammern der Ovarien exprimiert. Ovarien von drei Tagen 
alten Fliegen wurden für DNA (rot) und für das Spag-Protein (grün) gefärbt. In den frühen Eikammern ist das Spag-Protein 






Abb. 27 Das Spaghetti-Protein zeigt ein heterogenes Färbungsmuster auf der Oberfläche von späten Eikammern. Ovarien von drei 
Tagen alten Fliegen wurden für DNA (rot) und für das Spag-Protein (grün) gefärbt. Das Spag-Protein erscheint in den späten 







Abb. 28 Das Spaghetti-Protein besitzt ein anderes Färbungsmuster auf der Oberfläche der sich entwickelnden Eier als das Nap-
1Protein. (A) zeigt ein sich entwickelndes Ei, das für das Spaghetti-Protein (grün) und für F-Aktin (rot) gefärbt wurde. (Aa) und 
(Ba) sind Vergrößerungen von (A) und (B). Das (Aa’’) Spaghetti-Protein bildet ein heterogenes Färbungsmuster auf der Oberfläche 
des Eis, das die Zellen halbmondförmig umschließt. Das (Ba’’) Nap-1 Protein hingegen zeigt ein die Zellen umschließendes 





Das Spaghetti-Protein ist in den Imaginalscheiben und der Lymphdrüse, jedoch nicht im 
Gehirn und in den meisten polytänen Geweben nachweisbar 
Immunfluoreszenzfärbungen von Geweben von Larven des dritten Stadiums der Taufliege mit 
dem anti-Spag Antikörper und Phalloidin-Alexa488 zeigen, dass das Spag-Protein sowohl in den 
Imaginalscheiben als auch in der Lymphdrüse nachweisbar ist (siehe Abbildung 29A-Aa’’). Das 
Spag-Protein ist jedoch nicht im Gehirn und in den meisten polytänen Geweben (Speicheldrüse, 





Abb. 29 Lokalisierung des Spaghetti-Proteins in Geweben von Larven des dritten Stadiums. (A) zeigt eine Flügelimaginalscheibe, 
(Aa ist eine Vergrößerung von A), die  für das Spag-Protein (rot) und für F-Aktin (grün) gefärbt wurde. Das Spag-Protein ist vor 
allem im Randbereich der Flügelimaginalscheibe nachweisbar. (A’-Ba’) zeigen F-Aktin. (A’’-Ba’’) zeigen das Spag-Protein. (B) 
zeigt ein präpariertes Gehirn mit den assoziierten Imaginalscheiben und der Lymphdrüse. (Ba ist Vergrößerung von B) gefärbt für 
das Spag-Protein (rot) und für F-Aktin (grün). Das Spag-Protein ist in den Imaginalscheiben und in der Lymphdrüse nachweisbar, 
fehlt jedoch im Gehirn. (Ld) Lymphdrüse, (Ai) Auge-Antennenimaginalscheibe, (Gh) Gehirnhemisphäre, (Bi) Beinimaginalscheibe, 
(Vg) Ventralganglion (weitere Erläuterungen im Text). 
